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摘要 :【 目 的] 触角 结合 蛋白 (antennal binding proteins, ABPs) 为 昆虫 气味 结合 蛋白 (odorant binding 
proteins, OBPs) 家 族 的 一 个 亚 类 ,是 昆虫 识别 和 响应 外 界 环 境 中 气味 信号 的 载体 之 一 ,对 昆虫 的 生 
存 和 繁衍 有 着 重要 的 意义 。 明 确 触 角 结 合 蛋 和 白 在 小 菜 蛾 Plutella xylostella (L. ) 嗅觉 识别 中 的 作 
用 ,有 助 于 揭示 小 菜 蛾 嗅觉 识别 分 子 机 制 。【 方 法】 利用 PCR 技术 克隆 小 菜 蛾 的 一 个 触角 结合 蛋白 
de ;采用 实时 荧光 定量 PCR 技术 对 该 基因 在 小 菜 蛾 不 同 发 育 阶 段 和 成 虫 不 同 组织 中 的 表达 量 进 
TA ME ;利用 荧光 竞争 结合 实验 测试 该 触角 结合 蛋白 与 39 种 配 基 化 合 物 的 结合 特性 。【 结果 】 成 
US DNA 告 合 蛋白 基因 ,命名 为 PxylOBP31 (GenBank 登录 号 : KT156676) 。 序 列 
分 析 结 果 显 示 , 其 开放 阅读 框 全 长 411 bp ,编码 136 个 和 氨基酸 ,N 端 自 起 始 位 置 开 始 21 个 氨基 酸 为 
信号 肽 ,含有 气味 结合 蛋白 家 族 的 6 个 保守 半 胱 和 氮 酸 残 基 ,预测 分 子 量 为 14.74 kD, 等 电 点 为 
4.41。 表 达 谱 分 析 表 明 ,PxylOBP31. 主要 在 雄 蛾 中 表达 ,上 且 交 配 后 的 雄 娥 中 表达 量 明显 降低 ;该 基 
因 在 小 菜 蛾 触角 中 有 较 高 表达 ,在 雄 蛾 触角 ， 比 叭 蛾 触角 中 高 近 2 倍 。 结 合 特 性 实验 结 
果 显 示 ,PxylOBP31 与 醛 、 酮 、 id d E E 二 异 丁 酯 等 物质 的 结合 能 力 较 强 , 与 3 种 性 
信息 素 及 其 与 酯 类 结合 能 力 弱 。【 结 niue 了 PxylOBP31 的 核 普 酸 序 列 以 及 发 育 
和 组 织 表达 谱 。 根 据 qRT-PCR 和 荧光 竞争 结合 实验 结果 ,推测 PxylOBP31 蛋白 可 能 与 小 菜 蛾 砚 
pe 和 行为 有 关 。 
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Abstract: [ Aim] Antennal binding proteins ( ABPs) , a sub-class of odorant binding proteins ( OBPs) , 
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are indispensable primary carriers of chemical clues for survival and reproduction of insects. Uncovering 


the functions of ABPs in olfactory recognition of the diamondback moth, Plutella xylostella ( L. ), is 
fundamental to revealing the molecular mechanisms of olfaction of the moth. [Methods] An antennal 
binding protein gene was cloned by PCR, and the stage- and tissue-specific expressions of the gene were 
profiled using real-time quantitative PCR. Then the binding properties of the antennal binding protein to 
39 ligand compounds were detected by fluorescence competitive binding assays. [Results] The antennal 
binding protein gene cloned was named as PxylOBP31 ( GenBank accession no. : KT156676). Its ORF 
is 411 bp in length and encodes 136 amino acids, containing the six conserved cysteine residues of typical 
OBPs. The signal peptide consists of 21 amino acids in the N terminus. The predicted molecular weight 
and the isoelectric point of the encoded protein are 14. 74 kD and 4. 41, respectively. Expression 
profiling indicated that PxylOBP31 was highly expressed in male adults, and mainly expressed in 
antennae. While the expression level in male adult antennae was about 2-fold higher than that in female 
adult antennae. The expression level of PxylOBP31 decreased obviously in mated male adults. The 
results of binding property assays showed that PxylOBP31 had a high binding capacity to aldehydes, 
ketones, terpinolene, and disobutyl phthalate, but a low binding capacity to the main three sex 
pheromone components, olefins, and esters. [Conclusion] The nucleotide sequences and developmental 
and tissue expression profiles of PxylOBP31 were characterized. Based on the qRT-PCR and fluorescence 
competitive binding assay results, we inferred that PxylOBP31 is involved in such behaviors of the 
diamondback moth as seeking a mate and locating host plants. 

Key words: Plutella xylostella; odorant binding protein; antennal binding protein; gene cloning; 


expression profile; fluorescence competitive binding assay 





小 菜 蛾 Plutella xylostella ( L.) JE 8$ 3H H 
( Lepidopetera ) 3 IRF} ( Plutellidae ) , 是 为 害 十 字 花 
科 作 物 的 重要 害虫 之 一 ,其 分 布 遍及 世界 所 有 十 字 
AE Bis Sie RE f DX ( Furlong et al., 2013) 。 据 节 胶 动 
物 农 药 抗 性 数据 库 ( APRD, http://www. 
pesticideresistance. com ) 统计 结果 显示 ,目前 小 菜 蛾 
已 对 93 种 杀 虫 剂 的 活性 成 分 产生 了 抗 性 。 小 菜 蛾 
能 迅速 对 杀 虫 剂 产 生 抗 性 且 缺 乏 有 效 的 天 敌 , 是 目 
前 防治 工作 的 "瓶颈 "问题 ( 谢 苗 和 尤 民 生 , 2011) 。 
发 展 高 效 、 环 保 的 小 菜 蛾 防治 新 策略 刻不容缓 。 
嗅觉 在 昆虫 定位 与 选择 寄主 ,交配 、 以 及 产 卵 等 
行为 中 发 挥 着 重要 作用 。 昆 虫 嗅觉 的 产生 需 气味 结 
AEH (odorant binding proteins, OBPs) 气味 受 体 
(odorant receptors, ORs) 以 及 气味 降解 酶 (odorant- 
degrading esterases, ODEs) 等 蛋白 的 参与 (Justice et 
al., 2003) 。 其 中 ,气味 结合 蛋白 作为 载体 ,负责 得 
选 、 结 合 以 及 运输 玻 水 性 气味 分 子 到 达 特 异性 气味 
受 体 , 是 昆虫 感知 外 界 环 境 的 基础 (Steinbrecht， 
1998; Vogt et al., 1999; Pelosi et al., 2006) 。 例 如 ， 
Sun 等 (2013 ) 38 11 9226 à ^ 25i t wr UE SC TE fri eb SR 
结合 蛋白 (pheromone binding proteins, PBPs) 对 小 荣 
蛾 识别 性 信息 素 及 其 结构 相似 化 合 物 具有 重要 作用 。 
触角 结合 蛋白 (antennal binding proteins, 

























































































ABPs) 为 昆虫 OBPs 家 族 的 一 个 亚 类 ,具有 OBPs 家 
族 的 典型 特征 ,一 般 在 触角 中 特异 性 表达 ( Krieger et 
al., 1996) , ABPs ig fi SLT SEHE B5 dz 
Bombyx mori 中 ,并 被 命名 为 ABPX ( Krieger et al., 
1996), 3545 ABPs 已 在 烟 芽 夜 蛾 Heliothis virescens 
( Vogel et al., 2010) MHAIR Spodoptera exigua ( 张 
婷 等 , 2012) 和 棉铃 虫 Helicoverpa armigera ( Zhang T 
et al., 2011) 等 多 种 鳞 翅 目 昆 虫 中 被 鉴定 出 来 。 但 
是 ,有 关 ABPs 基因 与 蛋白 的 功能 研究 尚 较 缺 乏 。 

十 字 花 科 植 物 挥发 物 对 小 菜 蛾 取 食 、 产 卵 、 飞 行 
定向 等 行为 均 有 重要 影响 (Renwick and Radke, 
1983; 韩 宝 瑜 等 ,2001; 江 丽 辉 等 , 2001 ) 。 因 此 ， 
解析 小 菜 蛾 触角 结合 蛋白 对 寄主 植物 挥发 物 的 识别 
功能 对 阐明 小 全 蛾 的 嗅觉 识别 机 制 至 关 重 要 。 本 研 
究 在 实验 室 前 期 获得 的 小 菜 蛾 基因 组 与 转录 组 等 数 
据 (You et al., 2013) 的 基础 上 ,从 中 筛选 到 一 个 在 
小 羔 蛾 触角 中 高 表达 的 基因 ,通过 对 其 克隆 与 表达 
模式 分 析 进 行 鉴定 ;采用 原核 表达 与 纯化 技术 获得 
目的 蛋白 ,并 运用 效 光 竞争 结合 试验 测定 其 与 已 报 
道 的 小 全 蛾 性 信息 素 、 十 字 花 科 植 物 挥发 物 及 番茄 
挥发 物 的 结合 能 力 , 以 期 揭示 该 小 菜 蛾 触角 结合 蛋 
白 的 功能 与 特征 ,为 阐明 小 菜 蛾 嗅觉 识别 分 子 机 天 
提供 理论 依据 。 
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1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 和 样品 收集 

供 斌 小菜 蛾 来 自 福建 农林 大 学 应 用 生态 研究 所 
养 虫 室 以 萝卜 苗 饲 养 的 敏感 品系 ,饲养 条 件 : 温 度 
25 x 2"C ,相对 湿度 70%+ 上 10% , 光 周 期 16L: 8D。 测 
试 样品 包括 虫 卵 .1 -4 龄 幼虫 .雌雄 晴 、 羽 化 1-2d 
未 交配 上 肉 雄 成 虫 .羽化 1 -2 d 已 交配 上 肉 雄 成 虫 等 不 
同 发 育 阶段 ;不 考虑 交配 情况 ,对 100 头 羽化 1-2d 
雌雄 成 虫 分 别 取 和 触角、 头 和 足 。 解 前 的 组 织 样 品 置 
于 RNA Later 中 短 时 保存 ,后 将 RNA Later 离心 去 除 
并 立即 采用 液 氮 将 组 织 样品 速冻 , 置 于 - 807C 保存 
备用 。 
1.2 主要 试剂 

总 RNA 提取 试剂 Trizol 购 自 美国 Invitrogen 公 
司 ; 反 转 录 试 剂 盒 ( GoScript™ Reverse Transcription 
System) |, K J6 Æ Œ PCR. 试剂 盒 ( GoTaq® qPCR 
Master Mix) 购 自 美国 Promega 公司 ; 胶 回 收 试剂 盒 
与 质粒 小 提 试 剂 盒 购 自 美国 OMEGA 公司 ; 
pEASY™-T5 克隆 载体 Transl-T1 感受 态 细胞 购 自 
北京 全 式 金 生物 技术 有 限 公 司 ; DNA. 分 子 量 标准 







































































DI2000 ,限制 性 内 切 酶 Nco T I Xho I ,T4 DNA 连 
接 酶 ,以 及 ExTaq 酶 等 试剂 购 自 TaKaRa 公司 ; 痰 光 
探 针 N-Z 基 -1- 蔡 Ji ( N-pheny-l-naphthylamine, 1- 
NPN) 和 气味 分 子 标 样 购 自 美国 Sigma-Aldrich 公司 。 
1.3 总 RNA 提取 和 cDNA 合成 

(E Trizol 提取 收集 17 个 小 菜 蛾 样品 总 RNA， 
并 用 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 和 Nanodrop 2000 核酸 微量 测 
定 仪 检测 其 质量 及 浓度 。 然 后 采用 反 转 录 试 剂 盒 
( GoScript™ Reverse Transcription System ) 合成 
cDNA, 
1.4 基因 克隆 

根据 小 菜 蛾 基因 组 预测 的 序列 ,采用 引物 设计 
软件 Primer Premier 5. 0 设计 全 长 引物 ( 表 1) ,用 
PCR 技术 扩 增 小 菜 蛾 OBP 基因 的 开放 阅读 框 全 长 。 
PCR 扩 增 体系 为 50 pL: 上 下 游 引 物 各 1 RL ,模板 
2.5 uL, ExTaq 聚合 酶 0. 25 pL, 10 x Taq Buffer 
5 uL, dNTP mix 4 uL, PCR 条 件 设 为 :94Y 预 变性 
2 min;94% 变性 30 $;55?C 退火 30 s;72% 延伸 30 s; 
35 个 循环 ;最 后 72Y 延伸 10 min, PCR 产物 经 琼脂 
糖 凝 胶 电 泳 纯化 后 连接 到 pEASY™-TS 克隆 载体 
上 ,培养 后 挑 取 阳 性 克隆 子 经 菌 液 PCR. 验证 后 送 样 
测序 (上 海 铂 尚 生物 技术 有 限 公 司 ) 。 









































表 1 引物 名 称 及 序列 
Table 1 Primers designed for this study 


引物 名 称 


Primer name 


引物 序列 (5 -37) 


Primer sequence 


引物 用 途 


Use of primers 








F1 CCGGAATTCATGGAGGGCCACAAAGTCCT OBP31 片段 克隆 
R1 ACGCGTCGACAACTAAAAAGTAATCGGCCTTATTAGC cDNA cloning of OBP31 fragment 
OBP31-QF 


OBP31-QR 


RPS4 ( Px016881) 


AAGGCGAGGTGGATGTTGAAG 
TGGAAAGCCGTGTCACAGTCAT 
F: ATGGATGTTGTGTCGATTGAAAAGA 


实时 荧光 定量 PCR 











R: GAGTGATGCGGTGGATGGTGA qRT-PCR 
F: CGGTCCTGCCTACCACAAATACA 
RPL8 ( Px009839) Y 
R: CGTGAGGATGCTCCACAGGGT 
OBP31-F CTG CCATGGACGAGGACA (Noo | ) 原核 表达 
OBP31-R CTT CTCCAGAACTAAAAAGTAATC (Xho I) Prokaryotic expression 


下 划 线 为 酶 切 位 点 。The restriction sites are underlined. 


1.5 序列 分 析 与 进化 树 构 建 

运用 BioEdit 软件 进行 蛋白 质 翻 译 ;采用 软件 
ExPASy( http ://www. expasy. org/ ) 中 的 Compute pI/ 
Mw 程序 预测 目标 蛋白 的 分 子 量 和 等 电 点 ;使 用 
SignalP 4. 1 ( http://www. cbs. dtu. dk/services/- 
SignalP/ ) 进行 蛋白 质 信号 肽 预测 ;使 用 BioEdit 软件 
绘制 Kyte&Doolittle K4 lr && A ik; 使 用 NCBI 
在 线 BLAST ( http ;//blast. ncbi. nlm. nih. gov/Blast. 
cgi) 工具 进行 序列 同 源 性 搜索 ; 先 采 用 Clustalx1. 83 





























进行 小 菜 蛾 OBPs 的 氨基 酸 多 序列 比 对 , 再 利用 
MEGAS.1 软件 以 邻接 法 (neighbor-joining，NJ), 自 
助 值 检 验 1 000 次 进行 系统 发 育 树 构建 。 
1.6 基因 表达 谱 分 析 

以 上 述 17 个 样品 的 cDNA. 为 模版 ,加 入 小 菜 蛾 
PxylOBP31 特异 性 荧光 定量 引物 进行 扩 增 ( 表 1), 
并 以 小 菜 蛾 核糖 体 蛋 白 基 因 RPSA 和 RPLS 作为 内 
参 ( 表 1) ,利用 荧光 定量 PCR 检测 PxylOBP31 在 上 
述 不 同 发 育 阶段 和 组 织 中 的 表达 情况 。 反 应 条 件 : 
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预 变 性 950C, 3 min; 变性 95C, 15 s; 退火 温度 
60% , 35 s, 44 个 循环 。 采 用 2 "方法 计算 Ct 值 
(Livak and Schmittgen, 2001) 。 每 个 模板 设 3 个 生 
物 学 重复 。 

1.7 蛋白 的 原核 表达 及 纯化 

用 带 有 Nco T 和 Xho 工 酶 切 位 点 (下 划 线 表示 ) 
的 小 沫 蛾 特异 引物 PCR 扩 增 并 胶 回 收 目 的 片段 ,人 然 
后 将 目的 片段 连接 到 pEASY™-TS 载体 上 ,培养 后 
抽取 测序 正确 的 质粒 经 Nco T RI Xho 工 双 酶 切 后 ,与 
用 同样 双 酶 切 的 pET28a 载体 混合 ,加 入 T4 DNA 连 
接 酶 连接 过 夜 。 连 接 产 物 转 和 人 大 肠 杆菌 Escherichia 
coli DH5o. 感受 态 细 胞 ,次 日 挑 取 阳 性 克隆 菌落 , 揪 
菌 提 取 pET-PxylOBP31 重组 质粒 ,经 双 酶 切 鉴 定 后 
送 样 测序 。 

将 测序 正确 的 重组 质粒 转 和 信 大肠 杆菌 BL21 
(DE3 ) 感受 态 细胞 中 ,培养 后 挑 取 单 菌落 于 3 mL 的 
LB 液体 培养 基 ( 含 卡 那 霉 素 50 pg/mL) 中 ,37Y 振 
荡 培 养 过 夜 ,次 日 以 1/100 比例 接种 于 新 的 培养 基 
中 ( 含 卡 那 毒素 50 pg/mL) ,377C 振荡 培养 至 0Dem 
值 达 到 0.6 ~ 0.8 时 ,加 IPTG 至 终 浓度 为 0. 1 
mmol/ 工 , 置 于 28% 160 r/min 诱导 16 h,8 000 r/min 
离心 15 min 收集 菌 体 ,加 入 破 菌 缓冲 液 重 悬 菌 体 后 
超声 破碎 ,然后 以 12 000 r/min 离心 15 min ,分 别 收 
集 上 清和 沉淀 ,用 SDS-PAGE 电泳 检测 目的 蛋白 表 
达 。 使 用 装 有 Ni-NTA Sefinose"" Resin 填料 的 亲 和 
层 析 柱 对 重组 蛋白 进行 纯化 ,纯化 后 的 目的 蛋白 经 
透析 浓缩 后 备用 。 

1.8 菊 光 竞争 结合 实验 

荧光 探 针 1-NPN 和 气味 化 合 物 ( 表 2) 均 用 色谱 
级 纯度 的 甲醇 配制 成 终 浓度 为 1 mmol/L 的 工作 液 ; 
浓缩 后 的 蛋白 用 50 mmol/L Tris-HCI( pH 7. 4) jig py, 
终 浓 度 为 2 pmol/L 的 蛋白 溶液 。 首 先 测 定 
PxylOBP31 和 1-NPN 的 结合 曲线 。 将 2 umol/L £& 
白 深 液 加 入 比 色 严 ( 直径 1 em) ,然后 按 2, 4,6,8, 
10, 12, 14, 16 和 20 pmol/L 浓度 梯度 加 入 获 光 探 
EF 1-NPN ,每 次 加 入 后 反应 2 min ,然后 以 337 nm 波 
长 光 激 发 ,记录 荧光 值 , 利 用 交 光 值 计算 PxylOBP31 
与 1-NPN 的 解 离 常 数 。 

蛋白 结合 能 力 测 定 :向 蛋白 工作 液 中 加 入 
1-NPN, 使 其 终 浓度 为 2 pmol/L, WRIA, 
然后 将 待 测 气味 标 样 加 入 蛋白 /1-NPN 混合 液 中 ,使 
气味 终 浓度 分 别 为 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 
和 20 jumol/L ,反应 2 min 后 记录 荧光 强度 。 计 算 欧 
光 强 度 降 低 至 初始 荧光 值 一 半 时 气味 物质 的 浓度 


























(ICs) ,再 根据 公式 K; =1Cso/[ 1 + (1-NPN)/K, un ] 
计算 气味 物质 与 蛋白 的 解 离 常 数 (K;), 其 中 
(1-NPN ) 为 未 结合 的 1-NPN 的 浓度 ,K Nm 为 1-NPN 
与 蛋白 的 解 离 常 数 。 
1.9 数据 统计 与 分 析 

所 得 数据 使 用 SPSS19. 0 软件 进行 ANOVA 单 
因素 方差 分 析 ,P <0.05 表示 有 显著 性 差异 。 


2 结果 


2.1 小 菜 蛾 触角 结合 蛋白 基因 PxylOBP31 的 克隆 
与 序列 特征 分 析 

LUR IR AfA cDNA 模板 加 入 全 长 引物 进行 
RT-PCR 扩 增 ,获得 一 特异 性 条 融 ( 图 1) ;测序 发 现 此 
片段 大 小 为 411 bp, 通 过 序列 比 对 发 现 此 条 带 序列 与 
转录 组 (You et al., 2013) 所 得 该 序列 100% 一 致 ,将 
其 命名 为 PxylOBP31 ( GenBank 登录 号 : KT156676) 。 
序列 测定 结果 显示 , PxylOBP31 开放 阅读 框 全 长 
411 bp ,编码 136 个 氨基 酸 ,预测 分 子 量 为 14. 74 kD, 
等 电 点 为 4.41。 信 和 号 肽 预测 结果 表明 该 蛋白 N 端 
自 起 始 位 置 开 始 的 21 个 氨基 酸 为 信号 肽 (图 2)。 
2.2 PxylOBP31 氨基 酸 序列 的 比 对 及 系统 进化 

与 鳞 翅 上 日 其 他 昆虫 触角 结合 蛋白 ABPX 氨基 酸 
序列 比 对 结果 表明 ,PxylOBP31 含有 6 个 保守 的 半 
胱 氨 酸 位 点 , 且 排 列 方式 为 C1-X27-C2-X3-C3-X36- 
C4-X8-C5-X8-C6 ,与 典型 气味 结合 蛋白 半 胱 氨 酸 结 
构 模 型 C1-X20-66-C2-X3-C3-X21-43-C4-X8-14-C5- 
X8-C6 相 吻 合 ( 图 3)。BLAST 结果 显示 ,PxylOBP31 




















与 苹果 银 蛾 Argyresthia conjugella 触角 结合 蛋白 

(AconABPX) 的 氨基 酸 序列 一 致 性 高 达 81% ,与 二 

Akt Chilo suppressalis 触角 结合 蛋白 (CsupABPX ) 的 

氮 基 酸 序 列 一 致 性 为 72% 。 将 PxylOBP31 与 13 种 
M 1 
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到 1 小 荣 蛾 PxylOBP31 基因 的 PCR 扩 增 

Fig. 1 PCR amplification of PxylOBP31 from Plutella xylostella 
M: DNA 分 子 量 标准 DL2000 DNA marker DL2000; 1; PCR 扩 增 产 
物 PCR amplification product. 
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A2 英 光 竞争 结合 实验 所 用 配 体 
Table 2 Ligands used in fluorescence competitive binding assays 

编号 化 合 物 CAS 登记 号 ICso Ki 

No. Chemicals CAS number ( pmol/L) ( pmol/L) 
1 (Z) -11- 十 六 碳 烯 醇 (2Z) -11-Hexadecenol 56683-54-6 48.97 43.22 
2 (Z)-11- 十 六 碳 烯 乙酸 酯 (2Z)-11-Hexadecenyl] acetate 34010-214 33. 13 29.24 
3 顺 -11- 十 六 碳 烯 醛 Cis-11-Hexadecenal 53939-28-9 43.03 37.98 
4 正己 醇 Hexyl alcohol 111-27-3 15.8 13.95 
5 正 辛 醇 Capryl alcohol 111-87-5 32.13 28.35 
6 正 壬 醇 1-Nonanol 143-08-8 - - 
7 青 叶 醇 Leaf alcohol 928-96-1 19.57 17.27 
8 香 叶 醇 Geraniol 106-24-1 23.65 20.87 
9 B- 香 茅 醇 B-Citronellol 7540-514 13.23 11.68 
10 茶 甲 醇 Benzyl alcohol 100-51-6 21.13 18.65 
11 里 那 醇 Linalool 78-70-6 17.15 15.14 
12 FEIERTE Nerolidol 7212-444 36.91 32.57 
13 2,5-U, — RE 2 ,5-Hexanediol 2935-44-6 - - 
14 有 反 式 2- 已 烯 -1- 醇 Trans-2-Hexen-1 -ol 928-95-0 17.55 15.49 
15 GE Caproaldehyde 6625-1 17.49 15.44 
16 Bit Heptaldehyde 111-71-7 19.34 17.07 
17 葵 甲 醛 Benzaldehyde 100-52-7 15.97 14.10 
18 AE BE Phenylacetaldehyde 122-78-1 15.36 13.56 
19 水 杨 酸 甲 酯 Methyl salicylate 119-36-8 17.37 15.33 
20 异 戊 酸 叶 醇 脂 Cis-3-Hexenyl isovalerate 35154-45-1 45.94 40.54 
21 莱 莉 酸 甲 酯 Methyl jasmonate 39924-5222 48.7 42.98 
22 邻 茶 二 甲酸 二 异 丁 酯 Diisobutyl phthalate 84-69-5 11.94 10.54 
23 Zl RES Cis-3-Hexenyl acetate 3681-71-8 41.27 36.42 
24 乙酸 香 叶 脂 Geranyl acetate 105-87-3 34.35 30.32 
25 (+)3- 获 烯 ( + )3-Camphene 79-92-5 42.19 37.23 
26 Z S p-Ocimene 13877-91-3 24.48 21.60 
27 a- 菠 烯 w-Pinene 80-56-8 29.17 25.74 
28 His Myrcene 123-35-3 30. 73 27.12 
29 B-A 114s g-Caryophyllene 87-44-5 40. 09 35.38 
30 a- UA a-Farnesene 502-614 23.86 21.06 
31 a-/K Fri w-Phellandrene 99-83-2 39.25 34.64 
32 CR) -( + ) -HEERS CR) -(  ) -Limonene 5989-27-5 21.3 18.79 
33 i ihid s Terpinolene 586-62-9 14.35 12.67 
34 At Bes 6-Methyl-5-hepten-2-one 110-93-0 16.91 14.92 
35 B- 紫 罗兰 酮 B-Ionone 79-77-6 19.55 17.25 
36 校 树 脑 Cineole 470-82-6 42.61 37.61 
37 正 十 六 烷 Hexadecane 544-76-3 37.2 32.83 
38 ZKH IR Benzoicacid 65-85-0 17.2 15.18 
39 2,6- AU] 4X} FH ij) 2 ,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol 128-37-0 22.1 19.51 














- : 不 能 计算 出 K; 值 The Ki value was unable to be calculated. 








y 
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鳞 翅 目 昆 虫 的 19 个 ABPX 一 起 构建 进化 树 ,结果 显 
示 ,20 个 ABPX 聚 成 3 个 分 支 ,PxylOBP31 与 苹果 银 
RA. conjugella 和 黑 脉 金 斑 蝶 Danaus plexippus 等 昆 
虫 的 ABPX 聚 为 一 文 (图 4) 。 























2.3  PxylOBP31 在 小 菜 蛾 不 同 发 育 期 和 成 虫 不 同 
组 织 中 的 表达 模式 
实时 荧光 定量 PCR 结果 显示 (图 5) ,在 不 同 发 




















育 阶段 , PxylOBP31 在 雄 成 虫 中 显著 高 表达 (P < 


0.05), H. PxylOBP31 在 交配 后 的 太 
达 量 显著 降低 ,在 卵 、 幼 虫 及 




















成 虫 触角 中 表 














LI 


MERE 


中 少量 表达 ;在 


成 虫 不 同 组 织 中 , PxylOBP31 主要 集中 在 触角 中 表 
成 虫 触角 中 的 表达 量 约 为 肉 成 虫 触 角 中 表 
达 量 的 3 倍 ,在 头 和 足 中 微量 表达 。 





ik, HHE 
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ATG GAG GGC CAC AAA GTC CTG ACG CCT CTT CTC TTC GGA GTC CTG 
M G GH V L T P L L 了 G V L 
GTC GTG TCA GTG TCT GCC ATG GAC GAG GAG ATG GCT GAG CTA GCC 
V V S V S AM A G G M A G L A 
AAG ATG ATC CGA GAC AAC TGC GGC GCC GAG ACC GAA GTG GAC ATG 
L M I A A A G A G T G V A M 
GGG CTG ATC GAC CAG GTG AAC GGA GGA GCT GAC CTG ATG CCA GAT 
G L I A G V A G G A A L M P A 
GGA AAG CTC AAG TGC TAC ATC AAG TGT GTG ATG GAG ACA GCC GGG 
G L L L g T I L V M G T A G 
ATG ATG TCA GAA GGC GAG GTG GAT GTT GAA GCG GTA CTG GCG CTT 
M M S G G G V A V G A V L AL 
CTG CCT GAA GAC TTT AAG GCC AAG AAT GAG AAG AGT TTG AGG GCG 
L PoGo X oB L A L A G L S L A A 
TGC GGG ACA CAG AAG GGG GCT GAT GAC TGT GAC ACG GCT TTC CAG 
G T G L G-A A A c AT 4*4 EG 
ACC CAG GCC TGC TGG CAG AAG GCT AAT AAG GCC GAT TAC TTT TTA 








TU A E roe LA ASIA A qo RUE 
GTT TAG 
V * 


图 2 


小 莱 峨 Py10BP31 核 昔 酸 序列 及 推导 的 氨基 酸 序列 


Fig. 2 Nucleotide and deduced amino acid sequences of PxylOBP31 from Plutella xylostella 


星 号 表示 终止 密码 子 ,阴影 部 分 表示 6 NEMARA 























































































o The asterisk indicates a stop codon; the six conserved cysteine residues are shaded. 


































































MsexABPX(AAF16697) QAELARMVRENBVDEIGVDEGIBAKEIDDGAD--LDPKLKSEBÉKSTMEMAGRISDGV 54 
MsexABPX(AAF16699) -一 一 一- 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 --- =- 
BmorABPX (NP001037500)  IAELAAMVRENSADESSVDLNIM|EKENAGTDLITDGKLKSEBIKSTMETAGNESDGV 56 
BmorABPX (CAA64446) |  ---------------------------------------------- ------- -GV 2 
AperABPX (CAA05509) MAELAKMIRDN| Maé us DAGAN--LDEKF nETAGWESDGVv 54 
AipsABPX1(AAP57463) ecd db . aE cod. DGE 56 
SinfABPX(AGS36754) -一 -一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 ------- --- =- 
HvirABPX (CAA05508) MAE LARMVRENSAAETGADVAIE RNAGADLMPDDKLESEBIKS ME 56 
SexiABPX(AGP03461) ^  -------------------------------------------- 12 
AtraABPX (ACX47898) MAELAKMVHDN| ES WNAGADLFPDPKLKÍSEÉE 56 
CsupABPX (AGK24582) MARELAKMLHDNSGEETGADLSINDRÜNAGADLMPD 56 
EposABPX(JAI18229) MAELAKMLHDNSGEETGADLSIMDKINAGADLMPD 56 
ACOnABPX (AFD34174) MAELAKMIRDNSGAETGVDIGLBDKÜNAGADLTPD 56 
PxylOBP31(KT156676) MAELAKMIRDNSGAETEVDMGLBDOl/NGGADLMPD 56 
DpleABPX(EHJ75781) MAELAKMLRDNSLEETGADVALBDRÜ/NOGAT LMPD 56 
EposABPX(JAI18226) LKNSGKLLKKTSMPKHDVTEEQUWG 55 
EposABPX(JAI18224) LKNSGKLMKKSSMPKNDVTEEQUGOWEOGKFI -EE 55 
EposABPX(JAI18227) LKKSSQMEK SKIDVTEDMNGDMDKGKFI-ED 55 
EposABPX(JAI18225) LKKTMTVMKKQSMPKVGVAED EQGVFP-EE 55 
EposABPX(JAI18228) ESPKNDETKEKSNETFRIEMSYIÉLANESGSFETD 56 
MsexABPX (AAF16697) LRTTDI 09 
MsexABPX (AAF16699) LRTTDI 53 
BmorABPX (NP001037500) KTKNEASIIKK® 11 
BmorABPX (CAA64446) KTKNEASIÉKK(e 57 
AperABPX (CAA05509) KTKNENLIÉRE(S 109 
AipsABPX1(AAP57463) HNGP. 
SinfABPX(AGS36754) HNAP. 47 
HvirABPX (CAA05508) EHNAPSIÉRA(SGE 11 
SexiABPX(AGPO3461) HNAP. e 62 
AtraABPX (ACX47898) AWL[SDEERGRNE g 
CsupABPX (AGK24582) DURAKNEONISRGIS 11 
EposABPX(JAI18229) a KNGP g 11 
AconABPX (AFD34174) a DURAKNEAAFRX(GHO 11 
PxylOBP31(KT156676) a DFKAKNEKS| 3 11 
DpleABPX(EHJ75781) EIORHADT- 110 
EposABPX(JAI18226) ti EKDPVKAANENR 0 
EposABPX(JAI18224) i" EURDAVKAAAEKB 110 
EposABPX(JAI18227) L DÜKDAVKKS| 110 
EposABPX(JAI18225) i 3 EZKAAVKKS|JAKS 3 110 
EposABPX(JAI18228) FDASRAEPBHRGVRIJLSDVPETAAASADRNESCKe 111 
ea p 
图 3  PxylOBP31 与 其 他 鳞 翅 目 昆 贝 ABPX 的 氨基 酸 序 列 比 对 

















Fig. 3 Alignment of amino acid sequence of PxylOBP31 with ABPXs of other lepidopteran species 


ABPXs 来 源 Origin of ABPXs; AipsABPX1: 小 地 老虎 Agrotis ipsilon; HvirABPX ; 烟 


al 


本 





FRIR Heliothis virescens; PxylOBP31; 小 菜 蛾 Plutella 


xylostella; CsupABPX: 二 化 Chilo suppressalis; AtraMBPX ; Jp EE& Amyelois transitella; AconABPX ; 苹果 银 蛾 Argyresthia conjugella; DpleABPX ; 
黑 脉 金 斑 蝶 Danaus plexippus; AperABPX; E Æ Antheraea pernyi; BmorABPX; % Æ Bombyx mori; MsexABPX; 烟草 天 蛾 Manduca sexta; 
SinfABPX ; KI Sesamia inferens; SexiABPX ; 甜菜 夜 峨 Spodoptera exigua; EposABPX ; SET Mj t5 lf Epiphyas postvittana. 
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AtraABPX(ACX47898) 
CsupABPX(AGK24582) 
EposABPX(JAI18229) 
DpleABPX(EHJ75781) 
AconABPX(AFD34174) 
9 pxylOBP31(KT156676) 
SexiABPX(AGPO03461) 
AipsABPX1(AAP57463) 
HvirABPX(CAA05508) 
MsexABPX(AAF16697) 
AperABPX(CAA05509) 
BmorABPX(NP001037500) 
97 ' BmorABPX(CAA64446) 
SinfABPX(AGS36754) 
MsexABPX(AAF16699) 




















EposABPX(JAII18225) 
EposABPX(JAII8227) 
EposABPX(JAII18224) 
EposABPX(JAI18226) 
EposABPX(JAII18228) 
LE—————4À 
10 


图 4 基于 氨基 酸 序列 构建 的 PxylOBP3I 及 其 他 昆虫 ABPX 的 进化 树 (邻接 法 ) 
Fig. 4 Neighbor-joining tree of PxylOBP31 and ABPXs from other insects based on amino acid sequences 
ABPXs 来 源 Origin of ABPXs; AipsABPXI ; 小 地 老虎 Agrotis ipsilon; HvirABPX ; 烟 芽 夜 蛾 Heliothis virescens; PxylOBP31 ; 小 菜 蛾 Plutella 
xylostella; CsupABPX; 二 化 Chilo suppressalis; AtraMBPX ; Jp Res Amyelois transitella; AconABPX ; 苹果 银 蛾 Argyresthia conjugella; DpleABPX ; 
黑 脉 金 斑 蝶 Danaus plexippus; AperABPX:; E Æ Antheraea pernyi; BmorABPX; Z% Æ Bombyx mori; MsexABPX; 烟草 天 蛾 Manduca sexta; 
SinfABPX ; KI Sesamia inferens; SexiABPX ; 甜菜 夜 峨 Spodoptera exigua; EposABPX ; 苹 浅 褐 卷 峨 Epiphyas postvittana. 
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图 5 — PxylOBP31 在 小 菜 蛾 不 同 发 育 阶 段 (A) 和 成 虫 不 同 组 织 (B) 中 的 表达 量 
Fig. 5 Expression profiles of PxylOBP31 in different developmental stages ( A) and adult tissues (B) of Plutella xylostella 
Egg: BB Egg; 1st: 1 龄 幼虫 1st instar larva; 2nd; 2 龄 幼虫 2nd instar larva; 3rd; 3 龄 幼虫 3rd instar larva; 4th; 4 龄 幼虫 4th instar larva; PM; 雄 
肾 Male pupa; PF: WEM Female pupa; AMU; 未 交配 雄 成虫 Virgin male adult; AFU; 未 交配 雌 成 虫 Virgin female adult; AM ; 雄 成 虫 Male adult; 
AF; EJ, Female adult; AM(H) : 雄 成 虫 头 部 Male head; AMCA) : HEJX fii ffi Male antenna; AM(F) : HEIE JE Male foot; AF(H) : WEE 
头 部 Female head; AF( A) : 雌 成 虫 触角 Female antenna; AF( F) : 雌 成 虫 足 Female foot. 图 中 数据 为 平均 值 上 标准 误 , 柱 上 不 同 字 母 表示 不 同 
发 育 阶段 /成 虫 不 同 组 织 中 的 表达 量 存在 显著 差异 (P<0.05, 采用 Duncan 氏 检 验 法 ) Data in the figure are mean values + SE. Different letters 


above bars indicate significant differences in the expression level among different developmental stages and adult tissues at the 0. 05 level ( Duncan' s test) . 






























































2.4 PxylOBP31 与 不 同 气味 化 合 物 的 荧光 结合 。 光 探 针 1-NPN 和 和 蛋白 的 结合 曲线 (图 7) ,结果 显示 ， 
特性 DECRE REII A 1-NPN 浓度 的 提高 而 增强 。 根 据 
将 纯化 蛋白 (图 6) 进行 欧 光 结合 测定 ,获得 获 。 ”Scachard 方程 , 求 得 该 蛋白 与 1-NPN 的 解 离 常数 为 
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7.52 pmol/L, DA 1-NPN 为 探 针 测定 PxylOBP31 与 
39 种 不 同 结构 化 合 物 结合 能 力 (图 8, 表 2) ,结果 显 
示 ,PxylOBP31 与 醛 类 、 酮 类 组 分 的 结合 能 力 较 强 ， 
其 中 与 邻 茶 二 甲酸 二 异 丁 酯 的 结合 能 力 最 强 , 解 离 
常数 为 10.54 pmol/L; 55 B-A aii ir iH e 
醛 等 的 结合 能 力 次 之 ; 与 小 菜 蛾 性 信息 素 的 3 种 重 
要 组 分 (Z11-16:0H, 2Z11-16:AC 和 2Z11-16:Ald) 及 
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6 EHEH pET/PxylOBP31 的 诱导 表达 及 纯化 
Fig. 6 SDS-PAGE image of pET-PxylOBP31 

M: 蛋白 分 子 量 标准 (Protein molecular weight marker) ; 1; 经 IPTG 
诱导 的 空 载体 (Empty pET vector induced by IPTG); 2; pET- 
PxylOBP31 经 超声 破碎 后 的 上 清 (Supernatant of. pET-PxylOBP31 
after sonication) ; 3; pET-PxylOBP31 经 超声 破碎 后 的 沉淀 (Pellet of 
pET-PxylOBP31 after sonication) ; 4 -6: 纯化 后 的 pET-PxylOBP31 
( pET-PxylOBP31 after purification). 
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图 7 PxylOBP31 蛋白 与 1-NPN 的 结合 曲线 
Fig. 7 Binding curve of PxylOBP31 to 1-NPN 

















3 讨论 


本 研究 克隆 获得 一 个 小 菜 蛾 气味 结合 蛋白 基因 
PxylOBP31, H% OBPs 家 族 典 型 特征 。 通 过 NCBI 
BLAST 工具 分 析 发 现 , 该 基因 编码 蛋白 PxylOBP31 
与 苹果 银 蛾 AconABPX 及 二 化 蝶 CsupABPX 的 氨基 
酸 序列 一 致 性 分 别 高 达 81% 5 7296 ;系统 进化 树 分 
析 结 果 也 表明 ,PxylOBP31 与 苹果 银 蛾 、 黑 脉 金 斑 蝶 
等 昆虫 的 ABPX 聚 为 一 支 , 说 明 它 们 之 间 的 亲缘 关 
系 最 近 ,PxylOBP31 可 能 具有 与 苹果 银 蛾 等 昆虫 的 
ABPX 相似 的 功能 。 
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8  PxylOBP31 与 气味 配 体 的 竞争 结合 曲线 
Fig. 8 Binding curve of PxylOBP31 to ligands 
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OBPs 在 多 种 昆虫 的 成 虫 中 高 表达 ,而 在 幼虫 的 
表达 量 普 遍 较 低 (Zhou, 2010) 。 本 研究 结果 显示 ， 
PxylOBP31 在 小 菜 蛾 雄 蛾 中 显著 高 表达 ,在 雌 蛾 中 
表达 量 较 低 ,这 与 魏 丹 等 (2013 ) 对 二 化 量 的 研究 结 
果 相 似 , 表 明 PxylOBP31 在 雄 蛾 求偶 的 嗅觉 定位 中 
可 能 起 到 更 为 重要 的 作用 。 交 配 后 的 雄 峨 
PxylOBP31 表达 量 明显 降低 ,这 与 宋 月 族 等 (2014 ) 
对 梨 小 食心虫 Grapholitha molesta GmolOBP3 的 研究 
结果 类 似 , 我 们 推测 PxylOBP31 在 交配 前 起 着 更 为 
重要 的 作用 。ABPX 基因 最 早 发 现 于 家 看 Bombyx 
mori 中 ,Northern blot 定位 发 现 该 基因 特异 性 表达 于 
家 看 的 触角 中 (Krieger et al., 1996) ,因此 界定 ABPs 
寺 异 性 表达 于 触角 中 。 但 后 来 的 研究 发 现 , 大 部 分 
ABPs 特异 性 表达 在 昆虫 的 化 学 感受 器 官 中 (Cong 
et al., 2009) ,在 昆虫 足 ` 翅 等 非 嗅觉 器 官 中 也 有 表 
达 , 可 能 参与 了 昆虫 定位 寄主 的 行为 ( 张 婷 等 ， 


















































种 重要 成 分 (Z11-16:0H，Z11-16:AC 和 Z11-16; 
Ald) 的 结合 能 力 ,说明 PxylOBP31 并 非 主要 参与 性 
信息 素 的 感受 ,而 是 在 感受 植物 挥发 物 的 过 程 中 起 
着 更 重要 的 作用 。 寄 主 植物 挥发 物 能 够 增强 昆虫 对 
性 信息 素 的 感应 ,有 助 于 雄性 昆虫 寻找 配偶 (Toth et 
al., 1991) ,这 种 增 效 作用 在 小 菜 蛾 ( 魏 辉 等 ， 
2013 ) 3E R 4E E Cydia pomonella ( Schmera and 
Guerin, 2012) fI ZH Se TE IR S. exigua ( Deng et al., 
2004) 等 昆虫 中 均 有 见报 道 。 因 此 ,我 们 推测 
PxylOBP31 与 己 醇 \ 己 醛 等 寄主 植物 挥发 物 结合 , 增 
强 了 小 羔 蛾 对 性 信息 素 的 感应 ,从 而 协同 促进 小 莱 
蛾 寻找 配偶 的 行为 。 

番茄 抽 提 物 对 小 汪 蛾 成 虫 具 有 很 强 的 忌 避 作 
用 ,其 中 , 邻 茶 二 甲酸 二 异 丁 酯 和 甲 基 庚 烯 酮 是 番茄 
挥发 物 的 重要 组 成 组 分 ( 祝 树 德 等 , 2000; 杨 晓 金 ， 
2011) ,而 小 菜 蛾 PxylOBP31 和 蛋白 与 邻 茶 二 甲酸 二 蜡 





















































2012; Zhu et al., 2013; Sun et al., 2016), 与 甜菜 
WIR Spodoptera exigua ( 张 婷 等 , 2012; Zhu et al., 
2013) ABP 基因 的 表达 情况 类 似 , PxylOBP31 dr WERE 
成 虫 触角 中 高 表达 ,在 尖 和 足 中 微量 表达 ,这 一 结 
支持 了 触角 在 小 菜 蛾 感知 与 识别 外 界 信息 物质 过 和 
中 的 重要 地 位 与 作用 ,表明 PxylOBP31 E/R IRR 
觉 过 程 中 起 作用 。 我 们 还 发 现 , PxylOBP31 在 雄 虫 
触角 中 的 表达 量 显著 高 于 雌 虫 触角 中 的 表达 量 ,与 
甜菜 夜 蛾 SexigABP2 和 棉铃 虫 ABP1 WER fih ff rp BS 
表达 量 显著 高 于 雄 虫 触角 中 的 表达 量 (Zhang T et 
al., 2011; 张 婷 等 , 2012) 的 研究 结果 相反 。OBP 基 
因 这 种 性 别 偏向 型 的 表达 模式 也 见于 双 委 夜 蛾 
Athetis dissimilis ( Sun et al., 2016) 的 研究 报道 中 ， 
OBP 基因 的 性 别 偏向 表达 可 能 在 昆虫 识别 性 信息 
素 或 利用 植物 挥发 物 来 寻找 交配 对 象 及 寄主 (Poivet 
et al., 2013; Li et al., 2015) 等 行为 中 起 作用 。 
PxylOBP31 偏向 于 雄 虫 中 表达 , 可 能 与 小 菜 蛾 寻找 
配偶 、 交 配 等 行为 有 关 。 

为 探索 PxylOBP31 的 功能 ,本 研究 通过 原核 表 
达 和 和 蛋白 纯化 获得 大 量 小 菜 蛾 PxylOBP31 重组 蛋 
白 ,并 利用 特异 荧光 探 针 竞争 法 体外 测定 了 该 蛋白 
与 小 羔 蛾 性 信息 素 组 分 已 报道 的 能 引起 小 菜 蛾 触 
角 电 位 反应 的 挥发 物 `. 十 字 花 科 植 物 以 及 番茄 等 释 
ACH CLE CE LEA oc eH RAS IB BR LI 
BRI FE AE B B ^ 39 种 植物 挥发 物 ( 韩 宝 瑜 等 ， 
2001; 杨 广 ，2001; 田 厚 军 等 ，2011; 杨 晓 金 ， 
2011) 的 结合 能 力 , 结 果 显 示 , 小 菜 蛾 PxylOBP31 与 
植物 挥发 物 的 结合 能 力 强 于 对 小 菜 蛾 性 信息 素 的 3 
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丁 酯 . 甲 基 庚 烯 酮 结合 能 力 较 强 。 因 此 ,我 们 推测 
PxylOBP31 和 蛋白 可 能 在 识别 这 两 种 物质 中 有 重要 的 
作用 ,从 而 影响 小 菜 蛾 避 开 不 利 产 卵 场所 。 此 外 ， 
PxylOBP31 与 存在 于 芥 全 、 拟 南 芥 等 多 种 开花 植物 
的 花 及 其 他 组 织 中 的 B- 紫 罗兰 酮 ( Coera and Brud, 
1983) 的 结合 能 力 较 强 , 且 B- 紫 罗兰 酮 能 与 多 种 昆 
让 的 OBPs 结合 (Wei et al., 2011) , 推测 B- 紫 罗兰 
酮 是 PxyIOBP31 识别 的 一 种 重要 化 合 物 。 

所 测 化 合 物 中 , 醛 类 酮 类 物质 更 易 与 
PxylOBP31 结合 ,而 烯烃 类 、 酯 类 与 PxylOBP31 的 结 
合 能 力 相 对 较 弱 , 据 此 推断 羟基 ( - OH ) , RE E 
( -C2 OH) Æ -C=0)、 双 键 ( CC 2 C) SET 
能 团 可 能 影响 气味 分 子 与 PxylOBP31 有 效 结合 。 有 
不 少 研究 认为 , 碳 链 的 长 短 与 结合 能 力 有 关 ( Jiang 
et al., 2009; Zhang S et al., 2011; Liu et al., 2012) , 
本 研究 中 与 PxyIOBP31 结合 能 力 较 强化 合 物 有 长 碳 
链 的 B- 紫 罗兰 酮 (13C) 和 邻 茶 二 甲酸 二 蜡 丁 酶 
(16C) ,也 有 短 碳 链 的 正己 醇和 已 本 (6C), 没 有 呈 
现 一 定 的 规律 性 ,这 表明 PxyIOBP31 与 气味 化 合 物 
的 结合 能 力 和 碳 链 长 短 关 系 不 明显 。 研 究 结 果 对 进 
一 步 开展 小 荣 蛾 行为 学 的 试验 研究 有 指导 意义 。 
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